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日本人肺MAC症患者由来株と韓国人肺MAC症患者
       由来株の遺伝学的特徴の違い
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　抗酸菌は，100種類以上存在し，その中の約 3分の 1

がヒトに対して感染すると報告されている1)。抗酸菌の

中でもNontuberculous mycobacterium（NTM）は，自然界

の水系，土壌中，塵埃中や風呂場などから分離され2)，

環境中からの菌を含んだエアロゾルの曝露により感染す

ると報告されているが 3)，明確な感染経路は特定されて

いない。また，抗酸菌症の罹患率に占める割合は，結核

の減少に対してNTM症が増加してきている4)。日本にお

けるNTM症の罹患率は，1970年代で10万対1.01であっ

たが，最近の疫学調査において6.3と増加している。アメ

リカやヨーロッパでのNTM症の罹患率は，日本と同時

期にそれぞれ10万対2.0，10万対2.9となっており，他の

国に比べ日本で顕著に多いことがわかる5)～7)。NTM症

の中でもMycobacterium avium complex（MAC）症が特に

増加している8)。MAC症は，Mycobacterium avium（M.

avium）とM. intracellulareの 2つの近縁の菌による感染

症であり，化学的性質に加えて臨床的症状においても類

似している。MAC症の中でもM.aviumは，一般的に免

疫不全状態での全身播種性疾患を引き起こす日和見感染

症として知られているが，日本においては，肺に器質的

病変をもたない中高年女性の間で肺病変を形成するM.

avium感染症が増加していると報告されている9)。これ

らの要因が宿主側あるいは菌側に由来するのか，未だ解

明されていない。一方，韓国でも肺MAC症は増加傾向

にあるが，M.avium感染症よりもM. intracellulare感染症

のほうが 2倍以上多いことが報告されており10)，日本と

韓国において主な病原菌種が異なっている。

　近年，MAC症の遺伝子研究は目ざましい発展を遂げ

て お り，Mycobacterium  avium  tandem-repeat（MATR）

variable-number tandem-repeat（VNTR）を用いた分子疫

学的解析法 11)や IS901 fl anking region 300（FR300）を用

いた亜種解析法や新規挿入配列の ISMav6などが報告さ
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要旨：〔目的〕日本のMycobacterium aviumの特徴を解明するため，国別におけるM.aviumの遺伝学的

特徴を検討した。〔方法〕菌株は，韓国株（n＝119），日本株（n＝76）を用い，Mycobacterium avium 

tandem-repeat variable-number tandem-repeat（MATR-VNTR）型別解析法や新規挿入配列 ISMav6の保

有状況を比較した。〔結果〕系統樹を作成した結果，日本株と韓国株で異なるClusterを形成した。ま

た，ISMav6の保有状況では有意差を認め（日本株：75.0%，韓国株：59.8%，P＜0.035），さらに，cfp29

遺伝子のShine-Dalgarno（SD）配列に ISMav6が挿入されている菌株では，ISMav6の保有率以上に強

い有意差が認められた（日本株：38.2%，韓国株：12.4%，P＜0.001）。〔考察〕日本，韓国において蔓

延しているM.aviumは，遺伝学的に異なる可能性が考えられた。今後，他の国のM.aviumのVNTR型

別解析法や ISMav6の保有状況を検討し，肺MAC症の増加原因の究明を目指していきたい。

キーワーズ：Mycobacterium avium，Mycobacterium avium tandem-repeat variable-number tandem-repeat 

（MATR-VNTR）型別解析法，IS Mav6，cfp29，クラスター形成
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れている。1998年に抗酸菌におけるVNTR型別解析法

が報告され，M. tuberculosisなどで分子疫学ツールとして

用いられている12)。M.aviumにおいては，2002年に西森

らによって16種のVNTR領域を用いたMATR-VNTR型

別解析法が開発され，臨床で応用されている13)。ただし，

MATR-0の領域においてはM.avium subsp. paratubercu-

losis特異的挿入配列である IS900を含む領域であること

が報告されており14)，この領域に関しては，臨床分離株で

使用されていない。また，挿入配列（Insertion sequence :

IS）は，様々なバクテリアのゲノム上に存在し，菌の進化

に関与する遺伝子再編成を促進しており，抗酸菌を含む

多くの微生物において広く分布している15)。従来，IS901

や IS1245における特異的な挿入配列の有無により亜種

分類が行われてきた。しかし，これらの挿入配列を用い

た分類法では，それぞれに相同性の高い挿入配列があ

り，PCRやプローブを用いたRestriction fragment length 

polymorphism（RFLP）において，ミスマッチが生じるこ

とや挿入配列の欠如している株において明確な亜種分

類が困難であった 16)。その後，2006年に IS901の挿入箇

所である IS901 fl anking region 300（FR300）を用いたM.

avium subsp. avium と M.avium subsp. paratuberculosis も

しくはM.avium subsp. hominissuisを分類する方法 17)や挿

入配列以外の方法としてM.aviumのハウスキーピング遺

伝子の一つであるhsp65の3 フラグメントシーケンス解

析による分類が提案され，亜種分類の方法が明確となっ

た 18)。一方，IS901は，M.avium subsp. avium，M.avium 

subsp. silvaticumに特有であり，ヒトや環境から IS901を

保有する鳥型のM.aviumが分離されることはほとんどな

いとされていた 19)。しかし，ヨーロッパ諸国において，

IS901を保有している菌株がヒトから分離されたことが

報告され 20)，その報告における IS901の検出頻度は152

株中12株（8%）であった。他の国においても同様に，

ヒトから分離された菌株から IS901が保有していても割

合が低いか，保有していないことが報告されている21)。

これに対し，Ichikawaら 22)の報告によると，日本人の臨

床由来株から分離された IS901の保有率は，114株中76

株（67%）と他の国に比べ高い保有率を示した。この

IS901は，シーケンス解析により，鳥型のM.avium subsp. 

aviumやM.avium subsp. silvaticumが保有している IS901

と比較して60個の塩基配列に違いがあったため，新規

挿入配列 ISMav6と命名された。現在，ISMav6の挿入位

置が 7カ所特定されており，そのうちの 1つはGamma 

Interferon（IFN-γ）の誘導に関与している遺伝子cfp29 23)

の Shine-Dalgarno（SD）配列に挿入されている（以下

ISMav6 in cfp29）。IFN-γは，抗酸菌に対する宿主防御

に重要な役割を担っており，cfp29に ISMav6が挿入し

ていることで IFN-γの産生を抑制させているのではな

いかと推測されている。

　そこで，本研究では菌側に着目し，日本で増加してい

るM.aviumの特徴を解明するため，日本人肺MAC症患

者由来株と韓国人肺MAC症患者由来株を用いて，国別

のM.aviumの遺伝学的特徴や地域性を検討した。

実験材料および方法

〔使用検体〕

　独立行政法人国立病院機構東名古屋病院において，肺

MAC症と確定診断された患者からの日本人肺MAC症患

者由来M.avium株 76検体（以下，日本株）と，韓国の

Samsung Medical Centerから分与された韓国人肺MAC症

患者由来M.avium株119検体（以下，韓国株）を用いた。

〔実験方法〕

（ 1）DNA抽出

　菌体の培養は，抗酸菌用液体培地のMGITを用いて行

った。MGITからMycoBrothに継代培養し，吸光度（530

nm）が0.2になるまで培養を行った。滅菌蒸留水1 mL

を1.5 mLのエッペンドルフチューブに分注し，培養菌

液100μμLを入れ，12000 rpm，1分間の遠心分離後，上清

を捨て，200μμLの INSTAGENE MATRIXを加え，ボルテ

ックスにて均一の菌浮遊液を作成した。56℃の温浴にて

20分間保温し，ヒーティングブロックにて100℃，8分

間の処理をし，DNA抽出を行った。

（ 2）菌種・亜種の同定

　菌種の同定には，hsp 65-PRA法 24)を用いた。2μμLの

DNAテンプレートに 10x buffer 5μμL，2 mM dNTP mix 

5μμL，AmpliTaq GOLD DNA polymerase（5 U/μμL）0.5μμL，

Dimetylsulfoxide 1μμL，25μμMのプライマー（F: 5’-AC

CAACGATGGTGTGTCCAT-3’，R : 5’-CTTGTCGAAC

CGCATACCCT-3’）を各1μμLそれぞれ加え，滅菌精製水

で全量50μμLとした。95℃ 10分のプレヒーティング後，

94℃ 45秒，60℃ 45秒，72℃ 1分の増幅サイクルを45回

実行し，最後に72℃ 7分間の伸長反応を行った。得られ

たPCR産物 10μμLをBstEⅡまたはHaeⅢでDNAを断片

化し，その後 4%アガロースゲルで泳動し，DNAフラグ

メントの解析を行った。

　亜種の同定には，FR300の解析を行った。FR300におけ

る亜種同定は，Bartosら17)の方法を参考に行った。2μμL

のDNAテンプレートに10x buffer 5μμL，2 mM dNTP mix 

5μμL，AmpliTaq GOLD DNA polymerase（5U/μμL）0.5μμL，

25μμMのプライマー（F: 5’-CAGCCAGCCGAATGTCA

TCC-3’，R: 5’-CAACTCGCGACACGTTCACC-3’）を各

1μμLそれぞれ加え，滅菌精製水で全量50μμLとした。95

℃ 10分のプレヒーティング後，94℃ 1分，66℃ 45秒，72

℃ 1分の増幅サイクルを33回実行し，最後に72℃ 7分間

の伸長反応を行った。得られたPCR産物を 2%アガロー



Table　Comparison of ISMav6 and ISMav6 in cfp29 
positive strains in Japan and Korea

Fisher’s exact test

ISMav6 positive ISMav6 in cfp29 positive

Japan (n＝76)
Korea (n＝97)

P value

57 (75.0％)
58 (59.8％)

P＜0.035

29 (38.2％)
12 (12.4％)

P＜0.001
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スゲルで泳動し，DNAフラグメントの解析を行った。

また，M.avium  subsp.  paratuberculosisとM.avium  subsp. 

hominissuisを分類するために IS900の保有の有無をPCR

法を用いて解析した。方法は下記に示すMATR-VNTR

型別解析法に従った。プライマーはMATR-0（F: 5’-TC

GGCCAGCTTGATCTTCTC-3’，R : 5’-TCCGTAACCGT

CATTGTCCA-3’）を用いた12)。

（ 3）分子疫学的解析法

　稲垣らにより報告されたMATR-VNTR型別解析法に

従い15種のプライマーを用いて行った 11)。2μμLのDNA

テンプレートに10x PCR buffer 5μμL，2 mM dNTP mix 5 

μμL，AmpliTaq GOLD DNA Polymerase（5 U/μμL）0.5μμL，

25μμMのプライマーを各1μμL加え，全量50μμLになるよ

うに滅菌精製水で調節した。95℃ 10分間のプレヒーテ

ィング後，98℃ 10秒，68℃ 30秒，72℃ 1分の増幅サイ

クルを38回実行し，最後に72℃ 7分間の伸長反応を行

った。PCR産物は，2%アガロースゲルをTrackIt 50 bp 

DNA Ladderのサイズマーカーとともに電気泳動を行っ

た。電気泳動後のゲルはGel-Docで撮影し，解析ソフト

Quantity-Oneを用いて対象のVNTR領域の塩基対数を推

定した。各VNTR領域の反復回数を求め，これをアリル

プロファイルとした。得られたアリルプロファイルを基

に系統樹を PHILIP（http://evolution.genetics.washington.

edu/phylip.html）を用いてFitch-Margoliash法にて推定し

た。推定された系統樹データをFig tree v.1.3.1（http://

tree.bio.ed.ac.uk/software/fi gtree/）で描画した。

（ 4）ISMav6および ISMav6 in cfp29の保有状況

　新規挿入配列 ISMav6と ISMav6 in cfp29の保有状況に

ついてPCR法を用いて解析した。ISMav6の保有率につ

いては，Ichikawaらの方法に従った 22)。ISMav6 in cfp29

の保有状況については，2μμLのDNAテンプレートに10x 

buffer 5μμL，2 mM dNTP mix 5μμL，AmpliTaq GOLD DNA 

Polymerase（5 U/μμL）0.5μμL，25μμMのプライマー（F: 5’

-GCTCGCTCACGTCGACCA-3’，R : 5’-ATTTCTCCAC

CGCGGTCAC-3’）を各1μμL加え，全量を50μμLになる

ように滅菌精製水で調節した。95℃ 10分間のプレヒー

ティング後，94℃ 30秒，60℃ 30秒，72℃ 1分の増幅サ

イクルを35回実行し，最後に72℃ 7分間の伸長反応を

行った。得られたPCR産物を 2%アガロースゲルで泳動

し，DNAフラグメントの解析を行った。

（ 5）統計解析

　MATR-VNTR型別解析法における系統樹解析および

ISMav6, ISMav6 in cfp29の保有率について，Chi-square 

testもしくはFisher s exact testを用いた。

結　　　果

（ 1）菌種・亜種の同定

　hsp65-PRA法を用いた菌種同定の結果，日本株76株す

べてM.aviumであり，韓国株 119検体中 113検体がM. 

avium，6検体はM.aviumとM. intracellulareの混合感染と

確認されたため，以後の解析から除外した。また，FR

300と IS900の保有の有無の解析により亜種の同定を行っ

た結果，日本株 76検体と韓国株 113検体はすべてM.

avium subsp. hominissuisと判明した。

（ 2）MATR-VNTR型別解析法

　MATR-VNTR型別解析法を行った結果，韓国株113検

体のうち14検体はM.aviumのポリクローナル感染が確認

され，さらに 2株は増幅の見られない領域があったた

め，これらを以後の解析から除外した。従って，日本株

76検体と韓国株97検体を用いて系統樹を作成した。そ

の結果，韓国株のみを含むCluster V1（韓国株：10.4%，

P＜0.001）と日本株を多く含むCluster V2（日本株：20.8

%，韓国株：6.36%，P＜0.001）を形成した（Fig. 1）。

（ 3）ISMav6と ISMav6 in cfp29の保有状況

　ISMav6の保有率は，日本株と韓国株の間で有意差が

認められた（日本株：75.0%，韓国株：59.8%，P＜0.035）。

また，ISMav6 in cfp29（Fig. 2）の保有率では，日本株と

韓国株の間で ISMav6の保有率以上に強い有意差が認

められた（日本株：38.2%，韓国株：12.4%，P＜0.001）

（Table）。また，MATR-VNTR型別解析法において

Cluster V2では，ISMav6 in cfp29 positiveの株を含む固有

のClusterを形成した（Fig. 1）。

考　　　察

　本研究では，日本株と韓国株を用いて遺伝子解析を行

い，国別によるM.aviumの遺伝学的特徴と地域性につい

て検討した。

　亜種同定において，今回用いたM.aviumすべてがM. 

avium subsp. hominissuisであった。韓国でも日本と同様

にヒトに感染する菌株は，M.avium subsp. hominissuisと

判明した。また，MATR-VNTR型別解析法により日本

株と韓国株の比較を行った結果，日本株と韓国株では異

なるClusterを形成した。このことから，日本と韓国の

M.aviumは同じ亜種であるが，地域によって遺伝学的に

タイプの異なる菌である可能性が示唆された。さらに，

Cluster V2に存在している韓国株は，日本株の特徴に類
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V1 

V2 

2.0

Fig. 1　Fourteen loci VNTR analysis dendrogram based on the allelic profi les of 173 isolates from patients 
of Japan and Korea. (TH: Japanese strain MAC; SMC: South Korean strain MAC)
V1: Cluster that contains of South Korean pulmonary MAC disease patients    　A: ISMav6　B: ISMav6 in cfp29
V2: Cluster that contains a lot of Japanese pulmonary MAC disease patients        ＋: presence,  －: absence
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Fig. 2　(A) PCR products amplifi ed by cfp29 primers.　(B) Schematic representation of the cfp29
(A) Left lane, molecular weight ladder; middle lane, ISMav6 negative and ISMav6 in cfp29 negative stain;
right lane, ISMav6 in cfp29 positive strain. 

ISMav6

cfp29

ISMav6 negative and ISMav6 in cfp29 negative

(B)  ISMav6 in cfp29 positive(A)

cfp29

AAGGAA
（SD region）

AAGGAA
（SD region）
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似した菌株であると考えられる。このCluster内の菌株

がM.avium感染症の増加の原因菌と仮定すると韓国では

このCluster内に存在する菌株が少ないため，日本と比較

してM.avium感染症の増加が少ない可能性がある。一

方，Cluster V2に含まれていない菌株は，日本と比較して

M.avium感染症の罹患率がより低い国の菌株や ISMav6

や ISMav6 in cfp29の保有しない菌株を多く含む可能性

が考えられた。

　ヨーロッパ諸国において，ヒトから分離されたM. 

aviumは IS901をほとんど保有しておらず 21)，日本の臨

床分離株では，IS901と類似した ISMav6を保有してい

ることから，ヨーロッパ諸国やアメリカなどの菌株にお

いて ISMav6をほとんど保有していない可能性が考えら

れる。また，日本株で保有率が高いと報告されている

ISMav6は日本特有の挿入配列と報告されており22)，日

本株と韓国株の間で保有率に有意な差が認められたが，

Clusterは形成しなかった。一方，ISMav6 in cfp29の保

有率では，日本株と韓国株の間で ISMav6の保有率以上

に強い有意差が認められ，固有のClusterを形成した。さ

らに，ISMav6 in cfp29保有株のClusterは，日本株を多く

含むCluster V2と一致していた。IFN-γは，抗酸菌に対

する宿主防御に重要な役割を担っており，IFN-γの産生

量が低い肺MAC症患者において治療に苦渋する4)と報

告されている。従って，ISMav6がcfp29に挿入されるこ

とで IFN-γの産生が抑制され，M.aviumに対する免疫機

能が低下すると考えられ，これが日本でのM.aviumの増

加の原因の一つである可能性がある。

　以上の結果から，日本株と韓国株では，MATR-VNTR

型別解析法による系統樹において異なるClusterを形成

したこと，ISMav6と ISMav6 in cfp29の保有率に有意差

が認められたことから日本と韓国のM.aviumが遺伝学的

に異なる菌であることが示唆され，国によってM.avium

の特徴に地域性があると考えられた。ISMav6の挿入位

置やVirulence Factors Database（VFDB）に記載されてい

る病原因子の保有状況をより細かく比較することで，日

本と韓国で蔓延しているM.aviumの遺伝学的違いが明ら

かにできるのではないかと考えられた。また，IS Mav6 

in cfp29を保有する株のCluster内に入る菌株は，Cluster

内に入らない菌と比較して遺伝学的に特徴があることが

示唆された。このことから，Cluster内に存在する菌株と

Cluster内に存在しない菌株の病原因子などの遺伝子を比

較することで，Cluster内に存在する菌株のみが保有する

特徴的な遺伝子領域が発見できるのではないかと考えら

れた。今後，ヨーロッパやアメリカなどの菌株を用いて

ISMav6の保有状況や cfp29を含む ISMav6のすべての挿

入位置の保有状況を比較検討することやMATR-VNTR

型別解析法における系統樹解析を行うことで，各国の

M.aviumの特徴が明確になり，日本のM. aviumの遺伝学

的な違いや病原性に関わる因子の特定，さらに日本での

M.avium増加原因の解明につながると考えられた。
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Abstract　[Introduction] To determine the characteristics of 
Mycobacterium avium in Japan, we compared the genetic 
properties of M.avium isolated in different countries. 
　[Methods] A Mycobacterium avium tandem-repeat variable-
number tandem-repeat (MATR-VNTR) analysis was per-
formed using South Korean strains (n＝119) and Japanese 
strains (n＝76). In addition, we compared the frequencies of 
a new insertion sequence, ISMav6.
　[Results] A phylogenetic analysis identifi ed different clus-
ters between the two countries  strains. The prevalence of 
ISMav6 was signifi cantly different between them, i.e., 75.0％ 
in Japanese strains and 59.8％ in the Korean ones (P＜0.035). 
The frequency of strains with ISMav6 in the Shine-Dalgarno 

(SD) sequence of the cfp29 gene that is involved in the 
interferon-γγ induction was also different, with stronger signif-
icance (Japan: 38.2％, Korea: 12.4％, P＜0.001).
　[Discussion] It is possible that M.avium strains prevalent 
in Japan and in Korea are genetically distinct. The analyses 
of the presence of ISMav6, as well as the VNTR patterns of 
M.avium strains from many different countries would be a 
promising methodology in elucidating the causes of the recent 
increase in cases of pulmonary MAC diseases.  

Key words : Mycobacterium avium, Mycobacterium avium 
tandem-repeat variable-number tandem-repeat (MATR-VNTR) 
analysis, ISMav6, cfp29, Formed cluster
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